1 牛 膝 多 糖 对 仔猪 肠 上 皮 细 胞 免疫 应 激 的 调控 及 其 作用 机 制 
2 E we’ Sah? B 杰 !' 陈 清华 从 
3 ” (1. 湖南 农业 大 学 动物 科学 技术 学 院 ， 长 沙 410128; 2. 中 国 农业 科学 院 广 西 水 牛 研究 所 ， 南 


4 宁 530001) 
5 fh E: 本 试验 则 在 考察 牛 膝 多 糖 (ABPS) 对 脂 多 糖 PS) 免疫 应 激 下 仔猪 空肠 上 皮 细 
6 胞 (IPEC-J2) 促 炎 细胞 因子 分 泌 和 表达 的 影响 ， 并 探讨 ABPS 调控 IPEC-J2 免疫 应 激 可 能 


7 ”的 作用 机 制 。 选用 4~5 代 的 IPEC-J2, 培养 基 中 分 别 添加 0 (对 照 ) 、600、900、1 200 pg/mL 


8 ”ABPS 和 10 jg/mL LPS, 每 组 12 个 重复 ， 每 孔 为 1 个 重复 。 培 养 72h 后 ， 采 用 酶 联 免 疫 吸 


9 ” 附 测定 (ELISA) 方 法 检测 ABPS 对 促 炎 细胞 因子 白细胞 介 素 1(IL-1)、 白细胞 介 素 6(IL-6)、 


10 ”白细胞 介 素 8 IL-8) 和 肿瘤 坏死 因子 a (TNF-a) 分 泌 量 的 影响 ， 采 用 实时 定量 PCR 测定 


11 ”Toll 样 受 体 4 (TLR4) 、 核 转录 因子 kB (NF-kB) 的 mRNA 表达 量 ， 采 用 Western blot 法 


N 12 ”测定 TLR4、NF-kKB、 磷 酸化 核 转录 因子 kB (p-NF-«B) 蛋白 表达 量 。 结 果 显 示 : 与 对 照 组 


= 13 FALL, 300, 600, 900 和 1 200 ug/mL ABPS 组 能 显著 减少 IL-1、IL-6、IL-8 FI TNF-a 的 分 


uy 


~N 14 WE (P<0.05) ; 300 ug/mL ABPS 组 能 显著 减少 p-NF-KB 蛋白 的 表达 量 (P<0.05) , 900 


15 ”和 1 200 pg/mL ABPS 组 能 显著 减少 TLR4, NF-kB 的 mRNA 和 NF-kB 蛋白 的 表达 量 (P< 


16 ”0.05) 。 由 此 可 见 ，ABPS 通过 TLR4/NF-«B 信号 转 导 途径 来 调控 促 炎 细胞 因子 的 分 泌 ， 从 


17 ”而 缓解 免疫 应 激 ， 低 浓度 ABPS 通过 直接 抑制 NF-KB 磷酸 化 过 程 来 降低 免疫 应 激 ， 高 浓度 


= 18 ”ABPS 则 是 通过 抑制 TLR4 的 mRNA, NF-KB 的 mRNA 和 NF-KB 蛋白 的 表达 量 来 缓解 免疫 


Q 19 ”应 激 。 
20 ”关键 词 : 牛 膝 多 糖 ， 对 脂 多 糖 ， 促 炎 细 胞 因子 ，Toll 样 受 体 4， 核 转录 因子 kB 
21 ”中 图 分 类 号 ;S828 
22 肠 道 是 机 体 消化 和 营养 吸收 的 主要 器 官 , 也 是 机 体 免 疫 系 统 的 重要 组 成 部 分 。 肠 道 的 功 


23 ”能 直接 影响 到 动物 的 健康 中 。 肠 上 皮 细 胞 在 肠 腔 内 起 到 重要 的 生理 作用 ， 其 不 仅 负 责 吸 收 肠 
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24 ” 腔 内 的 营养 元 素 , 同时 感知 外 源 异 物 的 刺激 , 参与 肠 道 免 疫 应 答 中 显示 , 脂 多 糖 (LPS) 
25 ”这 种 革 兰 氏 阴 性 戎 的 代谢 产物 是 导致 猪 肠 道 功能 素 乱 的 主要 因素 之 一 , 其 作用 机 制 是 通过 激 


= 


26 ” 活 肠 上 皮 细 胞 中 的 Toll 样 受 体 4 (CTLR4) / 核 转 录 因 子 kB (NF-KB) (45, fi RANA 


27 ”性 反应 ， 促 使 促 炎 细胞 因子 的 大 量 释放 5 。 最 近 的 研究 表明 ， 植 物 提取 物 是 一 种 潜在 的 营 


28 ”养性 添加 剂 , 能 起 到 改善 肠 道 功能 的 作用 。 牛 膝 多 糖 (4chyranthes bidentata polysaccharides, 


29 ABPS) 是 从 苋 科 植物 牛 腔 的 根 中 提取 、 分 离 和 纯化 的 水 溶性 小 分 子 中 性 多 糖 ， 具 有 增强 动 
30 ，” 物 机 体 免疫 、 抵 抗 炎症 等 功能 59。 动 物 试验 的 结果 表明 ，ABPS 的 添加 能 够 改善 仔猪 的 肠 
31 ， 道 功能 ， 减 少 血液 循环 中 促 炎 细胞 因子 的 浓度 " 9。 袁 媛 等 四 试验 表明 ， 黄 蕊 多 糖 能 通过 


32 ”TLR4/NF-kB 信号 转 导 途径 抑制 NF-KB 活化 ， 降 低 促 炎 细胞 因子 的 释放 ， 保 护 肠 道 健康 。 但 


33 fe ABPS 改善 肠 道 功能 的 分 子 机 制 还 尚 不 明确 。ABPS 也 属于 多 糖 类 , 作者 提出 假设 , ABPS 


34 ”通过 TLR4/NF-xkB 信号 转 导 途径 来 影响 促 炎 细胞 因子 的 释放 ， 从 而 改善 肠 道 健 康 。 


35 。 ”本 试验 将 以 仔猪 空肠 上 皮 细 胞 《IPEC-J2) 为 模型 ， 探 讨 ABPS 对 LPS 应 激 的 IPEC-J2 
= 36 ”的 炎症 细胞 因子 的 影响 ,探讨 IPEC-J2 是 否 通过 TLR4/NF-kB 信号 转 导 途径 来 缓解 免疫 应 激 ， 
~ 37 ”研究 结果 可 帮助 人 们 了 解 ABPS 保护 肠 道 受 损 的 分 子 机 制 , 也 为 ABPS 在 动物 生产 上 的 推广 
= 38 ”应 用 提供 理论 依据 。 


39 1 材料 与 方法 


40 11 细胞 株 


T 41 IPEC-J2 由 中 国 科 学 院 亚 热带 农业 生态 研究 所 惠 赠 。 


O n 12 主要 药品 与 试剂 


43 ABPS 由 西安 天 瑞 科技 生物 有 限 公 司 购 买 ， 纯 度 98%; LPS 购 自 Sigma-Aldrich 公司 ; 


44 DMEM/F12 培养 基 、0.25% 猪 胰 蛋 白 酶 、 双 抗 试剂 购 自 Hyclone 公司 ; 胎 牛 血清 (FBS) 、 


45 ”细胞 冻 存 液 购 自 Gibco 公司 ; 中 性 磷酸 盐 缓冲 液 (PBS) 购 自 Biotopped 公司 。 


46 13 细胞 培养 


47 选用 4~5 代 的 IPEC-J2， 培 养 在 含有 DMEM/F12 培养 基 〈 含 10% FBS、1% 双 抗 ) 的 培 


48 ”养生 中 , 置 于 二 氧化 碳 培 养 箱 (37 C5% CO 95% 温 度 ) 内 培养 。 取 处 在 对 数 生长 期 的 了 PEC-J2 


49 ”细胞 ， 在 DMEM/F12 培养 基 中 分 别 混 入 0 (对 照 ) 、600、900、1 200 ng/mL 的 ABPS 和 10 


50 pg/mL 的 LPS， 每 组 12 个 重复 C1 个 12 孔 板 ) ， 每 孔 为 1 个 重复 ， 每 孔 接种 相同 密度 的 细 
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51 ” 胞 ,培养 72h 后 ,首先 采用 预 热 至 37 (CY PBS 洗涤 3 次 ,然后 采用 预 热 至 37 CGC 后 的 0.25% 


52 ”上 胰 蛋白 酶 消化 细胞 3 min， 加 入 DMEM/F12 培养 基 终 止 反应 。 


53 14 ”IPEC-J2 细胞 因子 分 泌 量 的 测定 


54 采用 酶 联 免疫 吸附 测定 (ELISA) 方 法 测定 细胞 因子 白细胞 介 素 1 (IL-1) 、 和 白细胞 介 素 6 


55 CIL-6) 、 白 细胞 介 素 8 CIL-8) 和 肿瘤 坏死 因子 a CTNF-a) 的 分 泌 量 ， 按 照 试 剂 盒 说 明 书 


56 的 方法 和 步骤 进行 测定 。 裂 解 细胞 后 ， 将 配制 好 的 各 种 试剂 移 至 18~25 《室温 平衡 至 少 30 


57 min， 备用 ; 将 标准 品 、 待 测 样本 加 至 包 被 的 酶 标 板 ，37 《 温 育 2h; 弃 去 液体 ， 甩 干 ， 加 


58 ”入 生物 素 标记 工作 液 ，37 CA 1 h; FARE, PBS 洗 板 3K, AP, MARRY 


59 ” 酶 (HRP) 标记 杀 和 素 ，37 CHA Lh; 弃 去 液体 ，PBS 洗 板 5 次 ， 甩 干 ， 加 入 底 物 溶液 ， 


> 60 37 CC 避 光 显 色 15~30 min， 加 入 终止 液 ， 终 止 反 应 ; 终止 反应 5 min， 用 酶 标 仪 在 450 nm 波 
© 61 ”长 测定 吸光 度 COD) 值 。 

A 62 1.5 实时 定量 PCR(RT-qPCR) 检 测 IPEC-J2 中 TLR4 和 NF-kB 的 mRNA 表 达 量 

_ 63 细胞 经 胰 酶 消化 后 , 离心 , 提取 总 RNA, 总 RNA 提 取 试 剂 Trizol 购 自 美国 Invitrogen 公 司 ， 
~ 64 ”最 后 得 到 的 总 ENA 溶解 于 超 纯 水 中 。 所 提取 的 总 RNA 用 1% 琼 脂 糖 疾 胶 电泳 鉴定 其 完整 性 (图 


65 ”1), 无 DNA 污 染 条 带 。 总 RNA 分 别 用 分 光 光 度 计 在 260 与 280 nm 下 检测 ,OD260 nm/OD280 nm 


66 ”在 1.8~2.0 方 可 采用 。 


67 

68 图 1 总 RNA 提 取 电 泳 图 

69 Fig.l Agarose gel electrophoresis result of total RNA 

70 采用 相同 浓度 的 总 RNA 样 品 按 逆转 录 试 剂 盒 〈 北 京 康 为 世纪 ) 说 明 书 要 求 配制 逆转 录 


71 ”反应 液 ， 总 体系 30 pnL。 用 于 实时 定量 PCR 的 反 转 录 产 物 (CDNA) 于 -20%C 保 存 。 目 的 基因 序 


72 ” 列 在 NCBI 上 搜索 ， 基因 引物 设计 采用 Primer5 软 件 ， 引 物 序列 参数 见 表 1。 采 用 SYBRGreen I 


73 YE, 反应 在 荧光 定量 RCP 仪 PIKO REAL 96 (Thermo) 上 进行 。 每 个 样本 每 个 指标 3 个 孔 ， 


74 = FLIO pL, 共 30 LZ: 反 转 录 产 物 1 pL, 上、 下 游 引 物 (10 humoVyL) 各 0.5 uL, 2X SYBGREEN 


75 PCR Master Mix 15 pL, 加 灭 菌 去 离子 水 至 30 pL。 扩 增 反 应 条 件 为 :50 C 3 min; 95 °C 10 min, 


76 
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86 


87 


88 


89 


90 


91 


92 


93 


95 C, 5s, 60°C. 30s, 40H. PHAR 


247} mRNA NS 


计算 公式 如 下 : 


B 肌 动 蛋白 
B-actin 
Toll 样 受 体 4 
TLR4 

核 转 录 因 子 KB 


NF-xB 


60~95 绘制 熔 解 


HA Bk ABW ah E A 


Table 1 


ACt= 目 的 基因 Ct- 内 参 基因 Ct; 


-AACt= 对 照 组 ACt- 试 验 组 ACt; 


mRNA 表达 量 =2 


表 1 实时 定量 PCR 引物 参数 


引物 序列 


Primer sequences(5'—3') 


上 游 : CATCCTGCGTCTGGACCTGG 


下 游 : TAATGTCACGCACGATTTCC 


上 游 : CCACCTGTCAGATAAGCG 


下 游 : CCTCACCCAGTCTTCGTC 


上 游 : AAGAGCAGCGTGGTGGGCAGTG 


下 游 : CCGGAACGGTCTCCATCACAATC 


线 。 测 定 结果 用 


Parameters of primers for RT-qPCR 


扩 增 长 度 


Amplification 


length/bp 


116 


194 


163 


(B-actin) 对 各 基因 表达 水 平 进行 均一 化 ， 


GenBank 登录 号 


GenBank accession No. 


NM_001101.3 


NM_001113039.2 


NM_001048232.1 


1.6 Western blot 法 测定 IPEC-J2 中 TLR4, NF-KB 和 磷酸 化 核 转 录 因 子 KB (p-NF-KB) 2% 


白 表 达 量 


洗涤 细胞 后 离心 2 min， 弃 去 上 清 液 。 加 入 和 裂解 液 ， 混 匀 ; 冰 上 裂解 蛋白 


12 000 r/min 离心 15 min， 待 测 。 按 照 50:1 配制 二 


标准 品 浓度 为 2 mg/mL; 分 别 按 0、1、2、3、4、5 和 6 加 到 96 孔 板 中 ， 


20 pL。 加 待 测 样品 至 


根据 标准 品 的 测定 结果 绘 


HERE, F 


5x ERB RUE Sa, 8 


EA CSDS) -变性 梯度 凝 胶 日 


为 80V， 分 离 胶 电泳 日 


BIEX 120 V。 待 溴 酚 蓝 上 


水 者 5 min Ætt, WAWER. GEI 


x, 


了 根据 标准 曲线 计算 样品 浓度 。 取 50~100 ug 


ppY 


30 min; 4 °C, 


EF 可 酸 (BCA) 溶 液 ， 混 匀 。 溶 解 的 蛋白 质 


196 孔 板 中 , 补 到 20 uL; 各 和 孔 分 别 加 200 uL BCA 溶液 ,37 “CH 


蒸馏 水 补 到 


置 30 min。 


E 
生生 白质 进行 十 二 烷 基 硫酸 


Byk (PAGE) 分 离 ， 分 离 胶 12%， 浓 缩 胶 5%。 浓 缩 胶 电泳 电压 


电泳 至 胶 底 部 时 终止 电泳 。 半 干 法 将 蛋白 质 转 


94 ” 移 至 硝酸 纤维 素 膜 ， 封闭 ， 洗 膜 。 用 1XTBST 将 一 抗 按照 一 定 比例 稀释 ， 将 膜 与 一 抗 一 起 


95 SRA, 4 人 过 夜 。 孵 育 结 束 ，1XTBST 洗 3 次 ， 每 次 13 min。 用 1XTBST 稀释 HRP 标记 


96 ”的 二 抗 (Proteintech 公司 )，, 稀释 比例 1: 3 000， 将 稀释 后 的 二 抗 与 膜 共同 贱 育 45~60 min. 


97 ”孵育 结束 ，1XTBST 洗 3 次 ,每 次 15 min。 使 用 ECL 化 学 发 光 液 (Thermo 公司 ) ig 


98 “ 育 3min， 用 吸水 纸 吸 尽 液体 ， 在 暗盒 内 于 X 胶片 曝光 数秒 至 数 分 钟 ; 显影 冲洗 。 


99 蛋白 表达 量 = 目的 蛋白 灰 度 值 /内 参 蛋 白灰 度 值 。 


100 ”1.7 数据 分 析 


ed] 


均值 的 多 重 比较 用 Duncan 氏 法 进行 ， 


101 数据 采用 SPSS 17.0 统计 软件 进行 统计 分 析 ， 


102 ”结果 用 平均 值 + 标准 差 表 示 。P=0.05 为 差异 显著 。 


103 2 结 果 


104 ”2.1 ABPS 对 LPS 免疫 应 激 下 IPEC-J2 细胞 因子 分 泌 量 的 影响 


105 表 2 显 示 ， 与 对 照 组 相 比 ，300、600、900 和 1 200 ug/mL ABPS 组 细胞 因子 IL-1、IL-6、 


Er 


106  IL-8ŅITNF-a hja Yh Sb E RE CP<0.05) , 300, 600, 900411 200 ng/mL ABPS 组 间 细 月 


107 刀子 分 泌 量 差异 显著 (P<0.05) ， 且 IL-1、IL-6、IL-8 和 TNF-a 的 分 泌 量 与 ABPS 添 加 浓度 呈 


108 ”一 定 的 量 效 关 系 ， 随 着 ABPS 添 加 浓度 的 增加 而 减少 。 


109 表 2 ABPS 对 LPS 免疫 应 激 下 IPEC-J2 细胞 因子 分 泌 量 的 影响 

110 Table 2 Effect of ABPS on LPS cytokine secretions in IPEC-J2 under immunological stress 

111 pg/mL 

项 目 ABPS 浓度 ABPS concentration/(hg/mL) P iË 

Items 0 300 600 900 1 200 P-value 
48.25+0.46° 45.06+0.32° 42.7340.49° 40.92+0.624 39.89+0.49° <0.000 1 


白细胞 介 素 1 IL-1 


15.43+0.21° 13.30+0.14° 8.76+40.15° 7.96+0.20° 7.4440.15° <0.0001 


白细胞 介 素 6 IL-6 


764.93+9.35° 670.79+6.13” 609.67+9.09° 531.59+11.044 478.42+9.13° <0.000 1 


白细胞 介 素 8 IL-8 


818.42+8.81° 743.22+5.90” 633.99+10.91° 603.05+10.77° 529.45+9.69° <0.000 1 


肿瘤 坏死 因子 a TNF-a 


112 同行 数据 肩 标 不 同 字母 表示 差异 显著 (P<<0.05)。 


113 Values in the same row with different letter superscripts differ significantly (P<0.05). 


114 ”2.2 ABPS 对 LPS 免疫 应 激 下 IPEC-J2 中 TLR4 和 NF-kB 的 mRNA 表达 量 的 影响 


115 


116 


117 


118 


119 


120 


121 


122 


123 


124 


125 


126 


127 


128 


129 


130 


131 


132 


133 


134 


135 


136 


137 
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图 2 显示， 与 对 照 组 相 比 ，900 和 1 200 pg/mL ABPS 组 TLR4 Fil NF-kB 的 mRNA 表达 


量 显著 降低 C(P<0.05) ，300 pg/mL ABPS 组 TLR4 Ail NF-KB 的 mRNA 表达 量 显 著 升 高 CP 


<0.05) ，600 pg/mL ABPS 组 7LR4 FI NF-kB 的 mRNA 表达 量 与 对 照 组 差异 不 显著 P> 


0.05) ， 但 低 于 对 照 组 。7ZR4 I NF-KB 的 mRNA 表达 量 与 ABPS 添加 浓度 呈 一 定 的 量 效 关 


系 ， 随 着 ABPS 添加 浓度 的 增加 而 减少 。 


Ho 


TLR4 mRNA 表 达 量 


NF-KB mRNA 表 达 量 


Ho 


N 


TLR4 mRNA 表达 量 
NF-kB mRNA 表达 量 


0 300 600 900 1200 0 300 600 900 1200 
ABPS 添 加 量 (ug/ml) ABPS 添 加 量 (bg/ml) 


a b 


数据 柱 形 标 注 不 同 字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 图 3 同 。 
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东北 农业 大 学 ,2015. 
Achyranthes bidentata Polysaccharides: Regulation on Immunological Stress in Piglet Intestinal 
Epithelial Cells and Its Action Mechanism 
WANG Xiong! LIMengwei MA Jie! CHEN Qinghua" 
(1. College of Animal Science and Technology, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, 
China; 2. Buffalo Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Nanning 530001, 
China) 
Abstract: The purpose of this research was to investigate the effects of Achyranthes bidentata 
polysaccharides (ABPS) on secretions and expressions of proinflammatory cytokines in piglets 
jejunum epithelial cells (IPEC-J2) under the immunological stress of lipopolysaccharide (LPS), 
and to explore the possible mechanism of ABPS to regulate the immune stress of IPEC-J2. The 
4th and Sth passages of IPEC-J2 were selected and cultured with 0 (control), 600, 900 and 1 200 
ug/mL ABPS, respectively, and both with 10 ng/mL LPS. Each group had 12 replicates with 1proe 
as 1 replicate. After cultured for 72 h, secretions of proinflammatory cytokines [interleukin (IL-1), 
interleukin 6 (IL-6), interleukin 8 (IL-8) and tumor necrosis factor a (TNF-a)] were detected by 
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) method, expression levels of toll-like receptor 4 
(TLR4) and nuclear factor kB (NF-kB) mRNAs were detected by real time quantitive PCR, and 
expression levels of TLR4, NF-«B and phosphorylated nuclear factor kB (p-NF-«B) proteins 
were detected by Western blot method. The results showed as follows: compared with control 
group, secretions of IL-1, IL-6, IL-8 and TNF-a were significantly decreased in 300, 600, 900 and 
1 200 pg/mL ABPS groups (P<0.05); 300 ug/mL ABPS group significantly reduced p-NF-«B 
protein expression level (P<0.05); 900 and 1 200 ug/mL ABPS group significantly reduced the 
expression levels of NF-kB and TLR4 mRNAs, and NF-«B protein (P<0.05). In conclusion, 
ABPS control the release of proinflammatory cytokines and relieve immune stress through 


TLR4/NF-«B signal transduction pathway, low concentration of ABPS reduce immune stress by 
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inhibiting NF-«B phosphorylation process, high concentration of ABPS alleviate immune stress 


by inhibiting TLR4 mRNA, NF-kB mRNA and NF-«B protein expressions. 


Key words: Achyranthes bidentata polysaccharides; 
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